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Качество спермы является одним из основных факто-

ров эффективности использования технологии искус-
ственного осеменения в животноводстве. С учетом биоло-
гической особенности овец и специфики отрасли для ис-
кусственного осеменения в овцеводстве пользуются на-
тивным, охлажденным и заморожено-оттаянным семенем. 
При краткосрочном хранении и криконсервации состав 
разбавителей имеет решающее значение. Цель исследо-
вания заключалась в разработке среды при гипотермиче-
ском краткосрочном хранении спермы баранов-
производителей. Для исключения влияния индивидуаль-
ных особенностей баранов-производителей (n-7) образцы 
спермы смешивали и разделяли на 2 равные аликвоты и 
разбавляли разбавителями до концентрации 100×106/мл. 
В течение эксперимента получили 72 эякулята. В качестве 
контрольного разбавителя использовали желточно-трис-
глюкозный разбавитель, экспериментальный разбавитель 
с базовым составом (трис-цитратный буфер, лимонная 
кислота, фруктоза, полиген с добавлением яичного желт-
ка, витаминов С, Е и триголозы 5мМ). Оценку качества 
спермы проводили с использованием CASA (computer-
assistedsemenanalysis) технологии на оборудованиях и 
программном обеспечения «Minitube». Изучали степень 
фрагментации ядерной ДНК (яДНК), целостность плазма-
тических мембран сперматозоидов. Анализ показателей, 
характеризующих биологическую полноценность спермы, 
в образцах проводили через 0, 24, 72, 144, 216 ч хране-
ния. В экспериментальной среде подвижность спермато-
зоидов через 9 сут. составляет 44,72±3,62%, в контроль-
ной среде – 30,92±2,64%, целостность плазматической 
мембраны – 46,83±0,74 и 34,72±0,87% соответственно. 
Индекс фрагментации яДНК в контрольной середе за пе-
риод хранения увеличился в 8 раза, в экспериментальном 
разбавителе – в 5 раз. Таким образом, использование 
экспериментальной среды с базовым составом (трис-
цитратный буфер, лимонная кислота, фруктоза и полиген 
с добавлением яичного желтка, витаминов С, Е и триголо-

зы 5мМ) для краткосрочного хранения семени баранов-
производителей позволяет сохранять биологическую пол-
ноценность сперматозоидов до 9 сут.  

 
Keywords: diluents, stud rams, sperm, sperm activity, 

short-term storage, chromatin, acrosomes, cytoplasmic mem-
brane, sperm survival, sperm quality evaluation. 

 
Sperm quality is one of the main factors of the effective-

ness of using artificial insemination technology in animal hus-
bandry. Considering sheep biological characteristics and the 
specifics of the sheep breeding industry, native, chilled and 
frozen-thawed semen is used for artificial insemination. For 
short-term storage and cryopreservation, the composition of 
diluents is critical. The research goal was to develop the envi-
ronment for hypothermic short-term storage of stud ram se-
men. To eliminate the influence of the individual characteris-
tics of stud rams (n = 7), semen samples were mixed and 
divided into two equal aliquots, and diluted to a concentration 
of 100 × 106 /mL. During the experiment, 72 ejaculates were 
obtained. As the control diluent, Tris-Glucose-Yolk diluent was 
used; the experimental diluent contained tris-citrate buffer, 
citric acid, fructose, polygen with the addition of egg yolk, 
vitamins C, E, and trigolose 5 mM. Sperm quality was evalu-
ated by using CASA (computer-assisted semen analysis) 
technology on Minitube equipment and software. We studied 
the degree of nuclear DNA fragmentation (nDNA), the integrity 
of the plasma membranes of spermatozoa. The analysis of 
the indices characterizing the biological value of sperm in the 
samples was carried out in 0, 24, 72, 144, 216 hours of stor-
age. In the experimental environment, the sperm motility in  
9 days was 44.72 ± 3.62%; in the control environment -  
30.92 ± 2.64%; the integrity of the plasma membrane was 
46.83 ± 0.74 and 34.72 ± 0.87%, respectively. The fragmen-
tation index of nDNA in the control medium increased eight 
times during the storage period, and five times in the experi-
mental diluent. Thus, the use of the experimental medium with 
a basic composition of tris-citrate buffer, citric acid, fructose 
and polygen with the addition of egg yolk, vitamins C, E and 
trigolose 5 mM for short-term storage of stud ram semen al-
lows maintaining the biological full value of spermatozoa for 
up to 9 days. 
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Введение 
Искусственное осеменение является одними из 

эффективных методов интенсификации воспроиз-
водства в овцеводстве [1-3]. Оно актуально для всех 
типов хозяйств независимо от формы собственно-
сти, особенно важно для крупных хозяйств, в том 
числе и комплексов. Качество спермы при искус-
ственном осеменении является одним из ключевых 
факторов результативности осеменения. Длитель-
ное хранение половых клеток как в медицине, так и в 
животноводстве считается важнейшим аспектом ре-
продуктивной технологии [4]. В овцеводстве исполь-
зуется искусственное осеменение нативным, охла-
жденным и заморожено-оттаянным семенем бара-
нов-производителей. Каждый из этих методов имеет 
определенные преимущества и недостатки, натив-
ная сперма при комнатной температуре за короткий 
срок теряет подвижность и становится непригодной 
для использования. Ее невозможно транспортиро-
вать на большое расстояние без соответствующей 
технологической обработки [5]. Криоконсервация 
позволяет длительно хранить и транспортировать 
сперму на большое расстояние [6, 7]. Однако есть 
большой недостаток данного метода: в результате 
замораживания-оттаивания спермы значительная 
часть сперматозоидов погибают и их оплодотворя-
ющая способность снижается [8-10]. В овцеводстве 
используется осеменение охлажденной разбавлен-
ной спермой. Сперма баранов отличается от других 
видов животных высоким содержанием полинена-
сыщенных жирных кислот (ПНЖК), что делает их 
очень восприимчивыми к содержанию АФК [11-13]. 
Сперма восприимчива к экзогенным факторам, таким 
как температура, рН, осмотическое давление, к эндо-
генным факторам – продукты их собственного мета-
болизма. Одним из продуктов метаболизма является 
активная форма кислорода. Избыток АФК взаимо-

действует с ПНЖК плазматической мембраны спер-
матозоидов, вызывая перекисное окисление липи-
дов и, в конечном итоге, разрушая структуру мем-
браны и снижая функцию плазмы сперматозоидов. 
Кроме того, окисление липидов приводит к образо-
ванию липидных альдегидов, повреждают ДНК в 
ядре сперматозоидов, что приводит к их гибели [14, 
15]. Сперматозоиды испытывают дефицит эндоген-
ных антиоксидантов, что вызывает нарушение це-
лостности их плазматической мембраны [16]. Разра-
ботка сред и способов хранения охлажденной спер-
мы баранов-производителей является актуальной 
темой отрасли.  

Целью исследований являлась разработка сред 
для разбавления и сохранения охлажденной спермы 
баранов-производителей.  

Для достижения цели поставлена задача изуче-
ния влияния состава среды и продолжительности 
хранения охлажденной спермы на параметры, ха-
рактеризующие биологическую полноценность спер-
матозоидов. 

 
Объекты и методы исследований 

Исследования проводились в кафедре диагно-
стики болезней, терапии, акушерства и репродукции 
животных Московской государственной академии 
ветеринарной медицины и биотехнологии – МВА 
имени К.И. Скрябина и ООО «Восход». Объектом 
исследований являлись бараны-производители по-
роды дорпер (n=7). Материал исследования – спер-
ма баранов-производителей. Условия содержания и 
уровень кормления баранов были одинаковыми и 
соответствовали технологии содержания и уровню 
кормления баранов-производителей. Сбор эякулята 
(n=72) проводили в искусственную вагину. Эякуляты 
передавались в лабораторию для оценки качества 
спермы. Образцы, которые не соответствовали тре-
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бованиям ГОСТ 32200-2013, выбраковывали. Для 
исключения влияния индивидуальной особенности 
баранов-производителей образцы спермы смешива-
ли. Образцы разделили на две равные аликвоты и 
разбавили разбавителями до концентрации 
100×106/мл. Разбавленные образцы в течение 90 
мин. охладили до 20С в водяной бане. В качестве 
контрольного разбавителя использовали желточно-
трис-глюкозный разбавитель: глюкоза (0,8 г), цитрат 
натрия (2,8 г), трис (3,07 г), БСА (300 мг), витамин С 
(300 мг), стрептомицин (100 000 МЕ), растворенные 
в 100 мл в бидистиллированной воде. Перед исполь-
зованием на 85 мл раствора добавили 15 мл яичного 
желтка, смесь перемешивали до полного растворе-
ния. Базовый состав экспериментальной среды сле-
дующий: трис-цитратный буфер (2,74 г), лимонная 
кислота (1,52 г), фруктоза (2,0 г) и 0,03 г полиген, 
растворенные в 100 мл бидистиллированной воде. 
Перед использованием к 85 мл базовой среды до-
бавляли 15 мл яичного желтка, витамин С (300 мг), 
триголоза 5мМ, витаминE (80μM). Оценку качества 
спермы проводили с использованием CASA 
(computer-assisted semen analysis) технологии на 
оборудованиях с программным обеспечением 
«Minitube».Состояние акросом сперматозоидов 
определяли с использованием дифференциального 
окрашивания Дифф-Квик (Диахим, Россия). Для 
оценки степени фрагментации ядерной ДНК (яДНК) 
использовали акридин-оранжевый тест (АО-тест) с 
последующей флюоресцентной микроскопией 
NikonEclipseNi («Nikon Corporation», Япония). Це-
лостность плазматических мембран сперматозоидов 
оценивали с помощью теста на гипотоническое 
набухание. Анализ показателей, характеризующих 
биологическую полноценность спермы, в образцах 
проводили через 0, 24, 72, 144, 216 ч хранения; ста-
тистический анализ полученных материалов – с ис-
пользованием программного обеспечения IBMSPSS 
v.23. Осуществляли дисперсионный анализ. Для 
определения разницы средних величин между сред-
ними показателями использовали t-критерий Стью-
дента.  

 
Результаты исследований и их обсуждение 
После разбавления семени между образцами в 

зависимости от состава среды достоверная разница 
по параметрам, косвенно характеризующих биологи-
ческую полноценность спермы, не установлена. Со-
держание сперматозоидов с прогрессивным движе-
нием после разбавления в образцах, разбавленных 
желточно-трис-глюкозным разбавителем, составило 
90,31±2,62%. В образцах, где был использован экс-
периментальный разбавитель, данный показатель в 
среднем составил 91,81±1,95%, разница между по-
казателями не имеет достоверное значение  
(табл. 1). Тенденция преимущества содержания 
сперматозоидов с прогрессивным движением в об-

разцах, разбавленных опытной средой, сохраняется. 
Содержание сперматозоидов с прямолинейным по-
ступательным движением при хранении в холодиль-
ной камере (t=0 +50С) через 144 ч в контрольной 
среде снизилась c 90,31 до 38,92%, в опытной среде 
– с 91,81 до 44,72%. В период краткосрочного хране-
ния активность сперматозоидов в контрольной среде 
уменьшилась в 2,3 раза, в опытной среде в 2,05. 
Разница между образцами через 72-часовое хране-
ние по содержанию сперматозоидов с прогрессив-
ным движением в зависимости от состава среды 
становилась достоверной. В контрольных образцах 
содержание сперматозоидов с прогрессивным дви-
жением через 216 ч составило 30,92%, в опытных 
образцах – 44,72%. Исследования, проведенные 
отечественными и зарубежными учеными в области 
медицины, показывают, что в зависимости от соста-
ва разбавителя активность сперматозоидов при ги-
потермическом хранении в течение 14 дней снизи-
лась до 18,1% [18, 19]. 

Таблица 1 
Влияние состава среды на подвижность,  

характер движения и сперматозоидов 
 

Показатели Время, ч 
Среда 

контрольная опытная 

PR, % 

0 
24 
72 

144 
216 

90,31±2,62 
82,61±3,51 
72,45±2,83 
42,74±3,55 

30,92±2,644 

91,81±1,95 
84,32±2,84 
76,35±2,41 
58,36±1,93* 
44,72±3,62* 

VSL, 
мкм/сек. 

0 
24 
72 

144 
216 

47,74±2,26 
39,67±1,94 
28,54±1,37 
24,86±0,47 
22,45±0,84 

49,56±1,43 
43,62±2,51 
31,40±1,26 
27,14±0,71* 
25,32±0,63* 

VCL 
мкм/сек. 

0 
24 
72 

144 
216 

82,12±1,43 
68,41±0,96 
62,37±0,84 
58,46±0,97 
53,15±0,62 

83,36±1,61 
79,27±1,83 
65,41±0,92 
61,27±1,52 
57,73±1,31 

VAP 
мкм/сек. 

0 
24 
72 

144 
216 

60,24±1,86 
52,34±1,12 
44,85±1,53 
36,25±1,78 
22,32±2,83 

62,32±1,75 
55,21±1,46* 
47,26±1,85 
39,65±1,98 
26,46±1,97 

Примечание. PR – прогрессивно-подвижные сперматозо-
иды; VSL – прямолинейная скорость сперматозоидов; VCL 
– криволинейная скорость сперматозоидов; VAP – сред-
няя скорость по траектории. 

 
До 72 ч хранения между образцами по показате-

лям, характеризующим прямолинейную скорость 
сперматозоидов, достоверная разница не установ-
лена, на 6-е и 9-е сут. хранения разница между 
средним показателями по данному параметру имеет 
достоверное значение. Прямолинейная скорость 
сперматозоидов в опытных средах превосходит дан-
ный показатель сперматозоидов в образцах, разбав-
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ленных контрольной средой, на 2,67 и 2,73 мкм/сек. 
(p<0,05). Средняя криволинейная скорость в зависи-
мости от используемой среды имела достоверную 
разницу, через 24 ч хранения данный показатель в 
образцах, разбавленных опытной средой, на 5,25 
мкм/сек. (p<0,05) был выше, чем в контрольной сре-
де. Средняя скорость по траектории сперматозоидов 
в опытной среде во все периоды хранения имела 
преимущество, разницы по данному параметру не 
имели достоверного значения, при этом тенденция 
сохранялась во все периоды хранения. После раз-
бавления целостность акросом в образцах состави-
ла более 94% (табл. 2). В первые сутки хранения по 
целостности акросом сперматозоидов между образ-
цами достоверная разница не установлена. Через  
72 ч хранения содержание сперматозоидов с интакт-
ными акросомами в образцах, разбавленных кон-
трольной средой, в среднем составило 73,64%, в 
экспериментальной среде – 79,32%, разница между 
средними показателями является статистически зна-
чимой. Целостность акросом в контрольной среде 
через 216 ч хранения снизилась на 46, 25 пункта и 
составила 48,47%, в экспериментальной среде – 
30,83%. Разница между контрольной и эксперимен-
тальной средой по содержанию интактных акросом 
на 216-м ч хранения составляет 15,38% (p<0,01). В 
зависимости от состава разбавителя статистически 
значимая разница между средними показателями по 
целостности плазматической мембраны установлена 
через 72 ч хранения, в образцах, разбавленной кон-
трольной средой, данный показатель составил 
58,31%, что на 8,21% меньше, чем в образцах с 
опытной средой (p<0,05). Разница между средними 
показателями к 216 ч хранения увеличилась до 
12,11% (p<0,001). Результаты исследования других 
авторов также свидетельствуют о том, что с увели-
чением продолжительности гипотремического хра-
нения значительно снижалась целостность плазма-
тической мембраны сперматозоидов. 

Таблица 2 
Сохранность акросом и целостности  

плазматической мембраны сперматозоидов  
при краткосрочном хранении 

в зависимости от состава среды 
 

Показатели 
Время, 

ч 

Среда 

контрольная опытная 

Целостность 
акросом, % 

0 
24 
72 

144 
216 

94,72±1,84 
81,48±2,26 
73,64±1,49 
57,75±1,34 
48,47±1,89 

94,68±1,67 
82,64±1,97 
79,32±1,17* 
71,12±1,52** 
63,85±2,23** 

Целостность 
плазматической 

мембраны, % 

0 
24 
72 

144 
216 

79,91±1,42 
74,56±1,83 
58,31±1,75 
48,74±0,62 
34,72±0,87 

79,63±1,18 
76,57±1,66 
66,52±1,47* 
54,61±0,85** 
46,83±0,74*** 

Примечание. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001. 

 

Индекс фрагментации ядерной ДНК в исследуе-
мых образцах до 72 ч хранения в образцах, разбав-
ленных контрольной средой, составил 9,18±0,18%, в 
экспериментальной среде – 7,32±0, разница не яв-
ляется статистически значимой (рис.). Увеличение 
продолжительности хранения разбавленного семени 
сопровождается увеличением частоты встречаемо-
сти сперматозоидов с различной степенью фрагмен-
тации, и разница средних показателей в зависимости 
от используемой среды разбавления. Через 144 ч 
содержание сперматозоидов с фрагментированной 
яДНК в контрольных образцах в среднем составило 
16,82±1,31%, в опытных – 10,53±1,24% (p<0,05). 

 

 
Рис. Индекс фрагментации яДНК в сперматозоидах 

 
Фрагментация яДНК прогрессировала в кон-

трольных образцах и к 216 ч составила 26,31±1,47%, 
в опытных образцах этот процесс происходил мед-
ленно и составил 17,11±1,53%. Мониторинг динами-
ки индекса фрагментации яДНК показывает, что при 
краткосрочном хранении сперматозоидов данный 
показатель прогрессирует [20, 21]. 

 
Заключение 

Использование экспериментальной среды с ба-
зовым составом (трис-цитратной буфер, лимонная 
кислота, фруктоза и полиген с добавлением яичного 
желтка, витаминов С, Е и триголозы 5мМ) для крат-
косрочного хранения семени баранов-
производителей позволяет сохранять биологическую 
полноценность сперматозоидов до 9 сут.  
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